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La necrosis y la apoptosis son dos formas de muertecelular en el miocardio que se han asociado con la
isquemia-reperfusión y la contribución relativa de am-
bos procesos determina la recuperación postisquémica
de la contractilidad miocárdica1,2.
La inducción de necrosis y apoptosis está regulada
por similares intermediarios bioquímicos, tales como
alteraciones en los fosfatos de alta energía, acumula-
ción intracelular de calcio y producción de especies
reactivas derivadas del oxígeno (EROs)3, desempeñan-
do la mitocondria un papel importante. Es en esta
organela donde se producen cambios asociados con
ambos tipos de muerte celular, relacionados con la for-
mación del poro de permeabilidad transitoria de la mi-
tocondria (PPTM)4.
En distintos modelos experimentales de isquemia-
reperfusión5-8, como así también en un estudio clinico9,
se demostró que la apoptosis miocárdica es provocada
o se acelera durante la reperfusión. Es así que la inhibi-
ción o interrupción de la apoptosis después de la oclu-
sión coronaria es capaz de reducir el tamaño del infar-
to10,11. Por otra parte, en un modelo de isquemia global12
se demostró que la necrosis contribuye en un porcenta-
je mayor a la apoptosis cuando la duración de la
isquemia es mayor de 20 min, y en un modelo de
isquemia regional13, descripto en 1998, se demostró que
la necrosis es la forma predominante de muerte celular.
Como se expresó anteriormente, la producción exa-
gerada de EROs que se produce en la reperfusión es
capaz de desencadenar ambos tipos de muerte celu-
lar14. Estudios previos muestran que el tratamiento con
distintos antioxidantes disminuye el estrés oxidativo y
también la actividad de mediadores de la apoptosis
y los signos característicos de la muerte celular por
necrosis15-19. Sin embargo, la contribución relativa
de apoptosis y necrosis en los efectos del anti-
oxidante mercaptopropionilglicina (MPG) no ha sido
aún examinada.
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Objetivo: nuestro objetivo fue examinar la contribución de la necrosis y de la apoptosis al tamaño del
infarto y a la función miocárdica postisquémica en corazones no tratados y tratados con el antioxidante
mercaptopropionilglicina (MPG). Material y método: en corazones aislados de rata se realizó la ligadu-
ra de la arteria coronaria izquierda durante 40 min; luego el corazón fue reperfundido durante 2 horas
(CI). Otros corazones recibieron durante los primeros 20 min de la reperfusión: 1) un inhibidor de la
apoptosis, el ácido aurintricarboxílico (ATA) 100 µM; 2) MPG 2 mM; 3) la combinación de MPG+ATA.
Se evaluó el tamaño del infarto y la función miocárdica. Resultados: el ATA disminuyó el tamaño del
infarto (16 ± 4% vs 30 ± 3% en CI) y mejoró la recuperación postisquémica de la función miocárdica. El
tratamiento con MPG disminuyó el tamaño del infarto (8 ± 3%) y mejoró la función miocárdica durante
la reperfusión. El tratamiento combinado de MPG + ATA no modificó el efecto protector del MPG.
Conclusiones: estos datos muestran que, en el corazón aislado de rata: 1) la necrosis y la apoptosis están
contribuyendo en un porcentaje similar (aproximadamente 50%) en la determinación del tamaño del
infarto; 2) el efecto cardioprotector del MPG sería mediado por una disminución en ambas formas de
muerte celular.
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Los objetivos de nuestro trabajo fueron evaluar, utili-
zando el ácido aurintricarboxílico (inhibidor de la
apoptosis) como herramienta, la contribución de am-
bos tipos de muerte celular en: 1) el daño producido por
40 min de oclusión de la arteria coronaria izquierda y 2
horas de reperfusión; 2) la acción ejercida por el MPG
sobre el tamaño del infarto y la recuperación postisqué-
mica de la función miocárdica.
MATERIAL Y METODO
Los animales fueron tratados, en todos los experi-
mentos, de acuerdo con la Guía para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio, publicada por el Instituto
Nacional de Salud de EEUU (NIH Publication Nº 85-
23, revisada en 1996), y con las normas establecidas
por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Médi-
cas de la Universidad Nacional de La Plata.
Modelo de corazón aislado
Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital
sódico (60 mg/kg i.p.). Se abrió rápidamente el tórax, se
aisló la aorta, se colocó una cánula en dicha arteria, y
por intermedio de ella el corazón fue colocado en un
sistema de perfusión según la técnica de Langendorff.
La composición del Ringer fue: ClNa 118 mM, Cl2Ca
1,35 mM, ClK 5,9 mM, SO4Mg 1,2 mM, CO3HNa 20 mM
y dextrosa 11,1 mM, el cual fue termostatizado a 37°C y
equilibrado con una mezcla de 95%O2-5% CO2, para
obtener un valor de pH de aproximadamente 7,40. Se
produjo bloqueo auriculoventricular, dañando con una
fina aguja el tejido conductivo del septum auricular, y
se suturaron dos electrodos al ventrículo derecho para
estimular al corazón y mantener así la frecuencia car-
díaca en un valor de 280 ± 10 lat/min. Se colocó un
balón de látex atado a un tubo de polietileno en el ven-
trículo izquierdo a través de la válvula mitral; el extre-
mo opuesto del tubo fue conectado a un transductor de
presión Statham P23XL que nos permitió medir la pre-
sión del ventrículo izquierdo. El globo de látex se llenó
con solución acuosa hasta lograr una presión diastólica
final (PDF) de 8-12 mmHg, y se mantuvo este volumen
constante durante todo el experimento. La presión de
perfusión coronaria (PPC) fue monitoreada en el punto
de canulación de la aorta y ajustada a aproximada-
mente 60-70 mmHg. El flujo coronario (FC), controlado
por una bomba peristáltica, fue de aproximadamente
10 mL/min en todos los grupos experimentales. La pre-
sión ventricular izquierda (PVI) y su primera derivada
(dP/dt) fueron registradas por un sistema de adquisi-
ción de datos (Power Lab 410) conectados a una com-
putadora.
Protocolos experimentales
El infarto de miocardio fue inducido después de 20
min de estabilización por la oclusión de la arteria coro-
naria descendente anterior a 3-4 mm desde su origen
durante 40 minutos seguida de 2 horas de reperfusión.
Los protocolos experimentales que se realizaron se
muestran en la Figura 1.
1) Control isquémico (CI) (n = 8). Los corazones fue-
ron reperfundidos con la solución preisquémica.
2) ATA (n = 8). Un inhibidor de la apoptosis, el ácido
aurintricarboxílico (ATA) a una dosis de 100 µM fue
administrado durante los primeros 20 minutos de la
reperfusión.
3) MPG (n = 6). Para examinar los efectos de un
antioxidante en la reperfusión, se administró mercapto-
propionilglicina (MPG) a una dosis de 2 mM durante
los primeros 20 min de la reperfusión.
4) MPG + ATA (n = 6). Ambas drogas fueron combi-
nadas y administradas durante los primeros 20 minu-
tos de la reperfusión.
Medición del tamaño del infarto
Al término del período de reperfusión, la arteria fue
ligada y el corazón perfundido con una solución de
azul de Evans al 0,1% durante 1 min. Luego el corazón
fue desmontado del sistema de perfusión y el ventrícu-
Figura 1. Representación
esquemática de los dis-
tintos protocolos experi-
mentales.
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lo izquierdo (VI) fue congelado a -20°C durante una
hora. Al cabo de este tiempo, el VI fue cortado en trozos
de 2 mm de espesor a lo largo del eje mayor, desde la
punta a la base, pesado e incubado con una solución al
1% de trifeniltetrazolio (TTC) en buffer fosfato pH = 7,4
durante 20 min20. Al término de ese período, los trozos
fueron conservados en formalina al 10% en solución
salina por 24 horas. Con el primer colorante se delimita
el área de riesgo, mientras que con el segundo las zonas
viables se tiñen de color rojo brillante y el tejido muerto
no se colorea, permitiendo así la diferenciación del teji-
do infartado. Posteriormente, los trozos fueron
escaneados y utilizando un programa de computadora
(Scion Image 1.62) se determinaron las áreas de infarto,
las áreas de riesgo y las áreas totales de cada trozo. Los
pesos de infarto fueron calculados como (A1 3 P1)+
(A2 3 P2) + (A3 3 P3) + (A4 3 P4) + (A5 3 P5) + (A6 3
P6), donde A es el área de cada trozo y P es el peso
respectivo. Los pesos de las áreas de riesgo y los pesos
totales fueron calculados de la misma forma, tomándo-
se las áreas y pesos correspondientes de cada tro-
zo. Luego el peso del infarto de cada corazón fue
expresado como porcentaje del peso del área de
riesgo21.
Función sistólica y diastólica miocárdicas
La contractilidad del miocardio se evaluó a través
de la presión desarrollada del ventrículo izquierdo
(PDVI), obtenida restando a los valores máximos de la
PVI los valores de PDF y de la máxima velocidad de
desarrollo de la PVI (+dP/dtmax). Los datos fueron ex-
presados como porcentaje de los respectivos valores
preisquémicos. La función diastólica se evaluó a través
de la PDF.
RESULTADOS
Después de 40 min de oclusión coronaria y 2 horas
de reperfusión, el tamaño del infarto en los corazones
controles isquémicos (CI) fue de 30 ± 3%. El tratamiento
con una dosis máxima de ATA redujo significativamen-
te el tamaño del infarto a un valor de 16 ± 4%. El
antioxidante MPG disminuyó significativamente el ta-
maño del infarto hasta un valor de 8 ± 3%, que repre-
senta el 50% del valor obtenido con ATA solo. Por lo
tanto, si tenemos en cuenta que a la dosis utilizada el
ATA debería eliminar por completo la apoptosis, el efecto
del MPG tendría que ser antiapoptótico y antinecrótico.
El tratamiento combinado de ATA + MPG no modificó
el tamaño del infarto obtenido con MPG solo (6 ± 2%)
(Figura 2). Cabe destacar que no pudieron ser obteni-
das disminuciones mayores ni por nosotros ni por otros
autores22,23. De manera que podríamos decir que con
MPG y con MPG + ATA alcanzamos el máximo de pro-
tección posible.
Respecto de la recuperación de la función miocárdi-
ca, en los corazones CI y al final del período de reperfu-
sión la PDVI fue de 46 ± 7% respecto de los valores
preisquémicos. La +dP/dtmax alcanzó valores similares
(45 ± 8%). El tratamiento al inicio de la reperfusión con
ATA mejoró significativamente la recuperación de la
función sistólica miocárdica. Al final del período de
reperfusión, la PDVI fue de 70 ± 5% con respecto a los
valores preisquémicos. La +dP/dtmax alcanzó valores
similares (72 ± 5%). El tratamiento con MPG mejoró
significativamente la recuperación de la función
sistólica miocárdica. Al final de las 2 horas de reperfu-
sión, los valores de PDVI y de +dP/dtmax fueron 83 ± 5%
y 85 ± 8% respectivamente. El tratamiento combinado
de ATA + MPG no modificó la protección otorgada por
Figura 2. Tamaño del infarto, expresa-
do como porcentaje del área de riesgo,
en los corazones controles isquémicos
(CI), y tratados con el ácido aurintri-
carboxílico (ATA, inhibidor de endonu-
cleasas), o con mercaptopropionilglici-
na (MPG, atrapante de EROs), o con la
combinación MPG + ATA. Todos los tra-
tamientos mostraron una disminución
del tamaño del infarto obtenido en el
grupo CI. *: p < 0,05.
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el MPG solo, manteniéndose la mejoría observada en la
función miocárdica postisquémica obtenida con el
antioxidante. Al final del período de reperfusión, la PDVI
fue de 82 ± 11% y la +dP/dtmax de 79 ± 9% (Figura 3).
Durante el período de estabilización, la PDF fue de
aproximadamente 10 mmHg en todos los grupos expe-
rimentales. Durante la reperfusión, la PDF aumentó en
el grupo CI, alcanzando al final del período un valor de
28 ± 6 mmHg. Este aumento no se observó en el grupo
de corazones tratados con MPG, siendo al final de la
reperfusión de 11 ± 4 mmHg pero se mantuvo después
del tratamiento con ATA (33 ± 5 mmHg) o con MPG +
ATA (33 ± 7 mmHg).
DISCUSION
Utilizando un modelo de isquemia regional, en este
trabajo demostramos que la administración de una do-
sis máxima de ácido aurintricarboxílico (ATA, inhibidor
de la apoptosis), al comienzo de la reperfusión, reduce
el tamaño del infarto observado en corazones no trata-
dos aproximadamente en un 50%. Este resultado su-
giere que la necrosis y la apoptosis estarían contribu-
yendo en partes iguales al daño irreversible presente
en nuestro modelo experimental.
Si bien en trabajos previos se propone que ambos
tipos de muerte celular (apoptosis y necrosis) serían los
responsables del tamaño del infarto8,24-26, la contribu-
ción relativa de cada una es diferente según el modelo
experimental usado. Podemos citar dos ejemplos: uno
en un modelo de isquemia global en conejos12, en el que
la contribución de la necrosis es mayor cuando el pe-
ríodo de isquemia es mayor de 20 min, y otro en un
modelo de isquemia regional en ratas13, en el que se
concluye que la necrosis es la forma predominante de
muerte celular.
Con respecto al uso del ATA en estudios in vivo, se
mostró que la administración de esta droga antes de la
isquemia reduce el tamaño del infarto en el cerebro des-
pués de la oclusión transitoria bilateral de la arteria
carótida27, y retrasa la apoptosis de células de la retina
cuando este compuesto se administró 6 horas después
de la isquemia28. En un modelo de isquemia regional en
perros29 se obtuvo el efecto cardioprotector con el ATA,
sugiriendo la participación de la apoptosis en la muer-
te celular. Nuestros datos están de acuerdo con esta
conclusión. Sin embargo, los autores obtuvieron una
disminución del tamaño del infarto menor que la que
obtuvimos en este trabajo (30% vs 50%), lo cual podría
atribuirse a diferencias en el protocolo experimental y
en la especie.
Además de disminuir el tamaño del infarto, el trata-
miento con ATA mejoró la recuperación de la función
contráctil postisquémica, lo que sugiere que la apoptosis
contribuye a la alteración de la función miocárdica ob-
servada durante la reperfusión. Estos resultados están
de acuerdo con trabajos previos realizados en anima-
les, y con estudios clínicos que demuestran que la
apoptosis y la función cardíaca se correlacionan, ob-
servándose un aumento de la respuesta contráctil pos-
tisquémica cuando la apoptosis es inhibida30,31.
En cuanto a los mecanismos responsables de la car-
dioprotección ejercida por el ATA, esta droga inhibe
diferentes subtipos de endonucleasas endógenas que
llevan a la fragmentación del ADN internucleosomal y
Figura 3. Valores de la presión
desarrollada del ventrículo iz-
quierdo (PDVI) y de la máxi-
ma velocidad de desarrollo de
la presión (+dP/dtmax) al final
de las 2 horas de reperfusión en
todos los grupos experimenta-
les. Se observa que la infusión
al comienzo de la reperfusión
del ácido aurintricarboxílico
(ATA), de la mercaptopropio-
nilglicina (MPG) o del trata-
miento combinado (MPG +
ATA) mejoró la recuperación
postisquémica de la función
sistólica miocárdica con respec-
to a la obtenida en los corazo-
nes no tratados.
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la formación de cuerpos apoptóticos, y también puede
regular la síntesis de proteínas implicadas en la
apoptosis30-32. Por lo tanto, estas acciones podrían ser
las responsables de la acción beneficiosa del ATA ob-
servada en nuestro trabajo.
Otro hallazgo de nuestra investigación es que el tra-
tamiento con el MPG, un scavenger o atrapante de EROs,
disminuyó el tamaño del infarto y mejoró la recupera-
ción postisquémica de la contractilidad. Analizando
los datos observamos que con MPG el tamaño del infar-
to disminuyó un 50% respecto del obtenido con ATA (8
± 3% vs 16 ± 4%). Sin embargo, cuando el MPG fue
administrado en presencia de ATA, el efecto beneficio-
so de este antioxidante no fue modificado, no mostran-
do evidencias de un efecto aditivo de ambos tratamien-
tos. Este resultado podría interpretarse como que la dis-
minución lograda con MPG llegó a un máximo y que
ninguna intervención (el ATA, en este caso) podría
modificar significativamente ese valor. Por lo tanto el
MPG estaría atenuando los mecanismos implicados en
la muerte celular tanto por necrosis como por apoptosis.
Estos datos concordarían con los de estudios previos15-
17 que muestran que los antioxidantes son capaces de
inhibir la apoptosis.
Según investigaciones previas, la mitocondria cum-
ple un papel importante en el proceso de isquemia-re-
perfusión. En esta organela se forman las EROs que, en
condiciones fisiológicas, son eliminadas por los siste-
mas antioxidantes endógenos33, manteniéndose la fun-
ción mitocondrial gracias a la impermeabilidad de la
membrana mitocondrial interna. Sin embargo en con-
diciones patológicas, especialmente durante la reper-
fusión postisquémica, la repentina llegada de oxígeno
a la cadena respiratoria mitocondrial conduce a una
explosión de EROs34, que sobrepasa la capacidad de
los sistemas antioxidantes, y se produce el estrés
oxidativo. Esta exagerada producción de EROs lleva a
la formación del PPTM4, que permite la salida hacia el
citosol de sustancias, tales como el citocromo C, capa-
ces de activar vías apoptóticas. Por lo tanto, si tenemos
en cuenta que el MPG es un atrapante de EROs, en
nuestras condiciones tendríamos una menor cantidad
de estas especies reactivas que llevaría a una menor
apertura del PPTM, una menor salida de citocromo C y
una atenuación de la cascada apoptótica. O sea que la
disminución de EROs puede ser un mecanismo de pro-
tección de los miocitos contra la apoptosis. Sin embar-
go las EROs generadas durante la reperfusión precoz,
a través de la activación del PPTM, son capaces no sólo
de producir apoptosis35 sino también de favorecer la
necrosis36. Por lo tanto, ambos procesos de muerte celu-
lar podrían estar atenuados en presencia de MPG.
Por otro lado, el exceso de EROs causa daños no
específicos a los lípidos, proteínas y ADN mitocondrial.
El ataque a los lípidos determina que la membrana ce-
lular pierda su integridad, signo patognomónico de la
necrosis. En un trabajo previo realizado en nuestro la-
boratorio demostramos que el MPG disminuye la
peroxidación lipídica provocada por las EROs, lo cual
estaría indicando una atenuación de la necrosis. Es
decir que datos previos y los que estamos presentan-
do aquí avalan una acción antinecrótica y
antiapoptótica del MPG como medio de disminuir
la muerte celular.
CONCLUSIONES
Nuestros datos muestran que, en el corazón aislado
de rata sometido a 40 min de oclusión coronaria y 2
horas de reperfusión, la necrosis y la apoptosis contri-
buyen con un porcentaje similar en la determinación
del tamaño del infarto y en la recuperación de la fun-
ción miocárdica postisquémica. Estos resultados su-
gieren que el uso combinado de agentes antiapoptóticos
y antinecróticos, o una droga, como la mostrada en este
trabajo (MPG), que pueda ejercer ambos efectos ofrece-
ría las mayores ventajas en la terapia cardioprotectora
contra la injuria por reperfusión.
SUMMARY
CONTRIBUTION OF NECROSIS AND APOPTOSIS
TO THE POSTISCHEMIC MYOCARDIAL INJURY
Objective. Our objective was to examine the contribution
of necrosis and apoptosis to the infarct size and postischemic
myocardial function in hearts untreated and treated with the
antioxidant mercaptopropionylglycine (MPG).
Material and method. We use isolated rat hearts in which
left coronary artery was occluded for 40 min and then the
hearts were reperfused for 2 hs (IC). Other groups of hearts
received during the first 20 min of reperfusion: 1) an inhibi-
tor of apoptosis, aurintricarboxylic acid (ATA) 100 µM; 2)
MPG 2 mM; and 3) the combination MPG + ATA. Infarct size was
assessed by staining with tetrazolium salt and expressed as a per-
centage of risk area. Myocardial function was also assessed.
Results. ATA significantly reduced infarct size (16 ± 4%
vs 30 ± 3% in IC) and improved the postischemic recovery of
myocardial function. The treatment with MPG decreased in-
farct size (8 ± 3%) and improved myocardial function. The
combined treatment of MPG + ATA did not alter the protec-
tive effect of MPG.
Conclusions. These data demonstrate that in the isolated
rat heart: 1) necrosis and apoptosis are contributing about
50% in the determination of infarct size obtained after 40
min of coronary occlusion and 2 h of reperfusion; 2) the
cardioprotective effects of MPG would be mediated by a re-
duction in both forms of cell death.
Key words: Ischemia. Reperfusion. Apoptosis. ATA.
Necrosis.
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